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摘要: 为认识我国淡水鱼类烂鳃病的病原以及柱形病在我国的发生情况, 实验从发生烂鳃病的病鱼中分离
细菌性病原, 经过生理生化特性分析以及是否在含托普霉素的 Shieh 培养基中生长并形成黄色假根状菌落, 
是否产生降解明胶和硫酸软骨素的酶类等特性的鉴定 , 并结合 16S rDNA 序列分析 , 证实柱状黄杆菌
(Flavobacterium columnare)是所分离的烂鳃病的病原。同时, 研究也证实 20世纪曾经命名为烂鳃(Gill-rot)病
病原的鱼害黏球菌(Myxococcus piscicola Lu, Nie & Ko, 1975)是柱状黄杆菌的同物异名。利用分离到的 16株
柱状黄杆菌的 16S rDNA 序列, 以及已经发表的柱状黄杆菌的相关序列, 构建了系统发育树, 发现柱状黄杆
菌的菌株聚成 3 枝, 与柱状黄杆菌的三种基因组型(Genomovar)相对应。其中当时命名为鱼害黏球菌的强毒
株 G4与分别分离自日本和美国的两株聚为一枝。另外两枝包括的菌株较多, 它们中的一些菌株来源于相同
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分布[1]。其病原的研究可以追溯到 20 世纪初, 最早
在密西西比河发现并命名, 由于菌体为一种细长杆
菌且能形成柱状堆积 , 将其命名为柱状芽孢杆菌












株[5, 6]。Pacha和 Ordal [7]从生化组成的角度研究了柱







(Flexibacter)。直到 20世纪 90年代, 鱼类柱形病病




维 菌 (Cytophaga columnaris) 及 柱 状 屈 挠 杆 菌









最高的疾病 [17]。湖北省水生生物研究所鱼病研究  
室[18]从患烂鳃病的草鱼中分离到一种病原菌, 定名
为鱼害黏球菌(Myxococcus piscicola Lu, Nie & Ko, 















状黄杆菌的 16S rDNA 序列和本研究中克隆到的
16S rDNA 序列, 构建了柱状黄杆菌的系统发育树, 
对我国流行的鱼类柱形病和其病原的遗传多样性有
进一步的认识。 
1  材料与方法 




鳜 (Siniperca chuatsi)、红白锦鲤 (Cyprinus carpio 
kohaku)、长吻
 





表 1  16S rDNA 序列及其来源细菌与宿主 















    




    




    




    




    




    




    
 




     




    
F. columnare 
柱状黄杆菌 
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BJ4 EU395802 红白锦鲤 koi 
Cryprinus carpio kohaku 
北京 
Beijing 
    




    




    




    




    




    
Ga-6-93 AY842901 鲤鱼 Common carp 
Cyprinus carpio L. 
美国 
USA 
    




    




    




    




    




    




    
8128/97 AJ831825 北极红点鲑 Arctic charr 
Salvelinus alpinus  
芬兰 
Finland 




    
ATCC 49512 AY635167 褐鳟 Brown trout 
Salmo trutta L. 
法国 
France 
    
 




IFO 15970 AB078043   约氏黄杆菌 
F. johnsoniae IFO 14942 D12664   
     
DSM 2063 AM230487   水生黄杆菌 
F. hydati IAM 12365 D12656   
     
CSF 259-93 AY662494   嗜冷黄杆菌 
F. psychrophilum ATCC 49418 AY662493   
     
纤维拟杆菌 
B. gracilis 
ATCC 33236 L04320   
     
解脲拟杆菌 
B. ureolyticus 
ATCC 33387 L04321   
     
吉氏拟杆菌 
B. distasonis 
ATCC 8503 M86695   
     
野生嗜纤维菌 
C. arvensicola 
IAM 12650 D12657   
     
橙黄嗜纤维菌 
C. aurantiaca 
NCIMB 8628 D12658   
注:  a 柱状黄杆菌 G4和 G18菌株是曾被命名为鱼害黏球菌的 G4和 G18菌株; bIAM14301为柱状黄杆菌标准菌株, 其他图表中不
再说明 
Note: a F. columnare G4 and G18 representing strains of Myxococcus piscicola Lu, Nie & Ko, 1975; b IAM14301 is the standard stain of 
F. columnare. Similar indications are employed in other tables or figures 
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1.2  培养条件 
细菌在27°C条件下于Shieh培养基(1 L培养液中, 
含蛋白胨 5 g, 酵母粉 0. 5 g, 0.01 g CH3COONa·3H2O, 
0.01 g BaCl2·2H2O, 0.1 g K2HPO4, 0.05 g KH2PO4, 
0.3 g MgSO4·7H2O, 0.0067 g CaCl2·2H2O, 0.001 g 
FeSO4·7H2O, 0.05 g NaHCO3, pH 7.2)中振荡培养
36h。27°C平板划线纯化筛选, 再次接种单菌落于液
体培养基, 27°C摇床培养 36h后保种备用。 
1.3  常规生化鉴定 
参照 Griffin[19]鉴定柱状黄杆菌的方法, (1)配制
浓度为 1 μg/mL托普霉素的 Shieh培养基, 接种供试
菌株, 27°C 恒温培养, 观察生长情况及菌落形态特
征; (2)配制含 10 mg/mL 明胶的 Shieh 培养基平板: 
将 10 g明胶加入 1 L Shieh培养基, 121°C, 130 kPa
灭菌 15min, 制备平板, 冷却, 用牙签点种供试菌株, 
培养 48h后在通风厨内向平板倒入 HgCl, 浸没培养
基, 10min后菌落周围有明显的透明圈为阳性; (3)配
制含 30—50 mg/mL刚果红 Shieh培养基, 同样方法
灭菌并制平板, 用牙签点种供试菌株, 27°C培养 48h, 
平板上菌落呈深红色为阳性; (4)配制硫酸软骨素平
板: 配制 4 mg/mL 的硫酸软骨素溶液和 5%的牛血
清白蛋白组分 V, 分别加入到 37°C 左右的 Shieh 培
养基中, 使硫酸软骨素和牛血清白蛋白组分 V 的终
浓度分别为 400 μg/mL和 1%, 制平板, 冷却, 用牙
签点种供试菌株, 培养 48h 后在通风厨内向平板倒




1.4  分子生物学鉴定及系统发育树构建 
基因组的提取    将菌株接种于 100 mL Shieh
培养基中, 27°C振荡培养 36—48h, 1140 r/min离心
10min 收集细胞, 用于基因组提取。每 10 mL 菌液
加入 2 mL消化液(10 mmol/L Tris, 0.1 mol/L EDTA, 
1% SDS, 0.2 μg/mL proteinase K, 20 μg/mL RNase, 
pH 8.0), 37°C孵育 30min。消化完成后, 在消化液中
﹕ ﹕加入等体积的酚 氯仿 异戊醇(25﹕24﹕1)混合
液, 抽提两次, 最后用 1/10体积的 10 mol/L醋酸铵
和 2.5倍体积的冰乙醇沉淀基因组, 4°C 1180 r/min
离心 15min 获取基因组 DNA。DNA 用 70%乙醇洗
涤, 干燥后溶解于 0.1 mL去离子水。 
16S rDNA 的克隆及测序    柱状黄杆菌 16S 
rDNA的特异性引物采用 Bader, et al.[21]筛选出的引物
FvpF1: 5′-GCCCAGAGAAATTTGGAT-3′和FvpR1: 5′- 
TGCGATTACTAGCGAATCC-3′。扩增条件为: 94°C 
5min, 94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 1min 30s, 循环 30次, 
72°C延伸 5min。将 PCR产物连接到 pMD18-T载体
上进行克隆测序。 
系统发育树的构建    柱状黄杆菌属于嗜纤维菌
属-黄杆菌属-拟杆菌属类群(Cytophaga-Flavobacterium- 





16S rDNA序列(表 1)。利用 Clustal X软件进行序列
比对[22], 并辅以手工校正。以 16S rDNA 为遗传标
记, 用系统发育分析软件 PHYLIP(Version 3.6), 基
于邻位相连法(Neighbor-joining)构建 NJ 树, 基于最
大似然法(Maximum likelihood, ML)的MrBayes法构




用 Mega3.1 [23]软件对序列变异水平进行分析。 
2  结  果 
2.1  细菌形态特征 
菌体形态呈细长、弯曲或直的杆状, 革兰氏染





2.2  生化鉴定 
曾命名为鱼害黏球菌的菌株 G4、G18 和分离
到的 14株病原菌生化鉴定的结果一致, 它们都可
以: (1)在终浓度为 1 μg/mL托普霉素的 Shieh培养





2.3  系统发育分析 
所有菌株的基因组经特异引物 PCR 扩增得到
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1200 bp左右的 16S rDNA条带。对 16S rDNA序列
变异水平分析表明, 曾命名为鱼害黏球菌的 G4、G18
菌株, 以及本研究分离的 14株细菌的 16S rDNA序
列与拟杆菌属和嗜纤维菌属的变异幅度在 26.4%— 
32.6%, 远远大于与黄杆菌属其他种类的变异幅度
(6.9%—8.6%), 与柱状黄杆菌其他已经报道的 13 株




用 16S rDNA 序列构建的系统发育树(图 2)。 
从我国分离到的细菌在系统树上都与已经报道的







图 1  柱状黄杆菌的菌体形态、在 Shieh平板上菌落形态、明胶降解能力、硫酸软骨素分解能力以及刚果红结合能力的研究结果 
Fig. 1  Flavobacterium columnare cultured in Shieh medium, and its characteristics in degrading gelatin and chondoitinase and in binding 
Congo red 
A. 柱状黄杆菌 G4菌株的光镜照片, 示菌体, × 1000; B. 在含 1 μg/mL托普霉素的 Shieh培养基中; C. 示假根, × 100; D. 菌落周围形成
透明的环, 示降解明胶; E. 结合刚果红; F.  菌落周围形成透明的环, 表示降解硫酸软骨素 
A. The morphous of F. columnare G4 on light microscope, ×1000; B. F. columnare G4 grown on Shieh agar medium with 1 μg/mL tobramycin; 
C. formed rizoid, ×100; D. transparent cycle around the colony showing ability in degrading gelatin; E. showing binding of Congo red; F. 
transparent cycle around the colony showing production of chondroitinase 
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表 2  柱状黄杆菌菌株的生理生化特征 
Tab. 2  Physiological and biochemical characteristics of Flavobacterium columnare 
生化测试 
Characteristics 
G4 G18 Z0 Z4 Z6 Z13 LN1311 C5 X1 QJH1 QJH2 H10 BJ4 B2 A8 HJ
                 
黄色假根 
Flexirubin pigment,  
rhizoid colony  
+ + + + + + + + + + + + + + + +
                 
抗托普霉素 
Tobramycin resistance 
+ + + + + + + + + + + + + + + +




+ + + + + + + + + + + + + + + +
                 
吸附刚果红 
Congo red absorption 
+ + + + + + + + + + + + + + + +
                 
水解明胶 
Gelatin hydrolysis of  
+ + + + + + + + + + + + + + + +
                 
水解淀粉 
Starch hydrolysis 
− − − − − − − − − − − − − − − −
                 
水解纤维素 
Cellulose hydrolysis 
− − − − − − − − − − − − − − − −
                 
水解卵磷脂 
Lecithin hydrolysis  
+ + + + + + + + + + + + + + + +
                 
分解七叶灵 
Esculin degradation 
− − − − − − − − − − − − − − − −
                 
H2S试验 
H2S production 
− − + + + + − − + + + − − − − −
                 
触酶 
Catalase production 
+ + + + + + + + + + + + + + + +
                 
氧化酶 
Oxidase production 
+ + + + + + + + + + + + + + + +
                 
亚硝酸盐还原 
Nitrite reduction 
+ + + + + + + + + + + + + + + +
                 
硝酸盐还原 
Nitrate reduction 
+ + + + + + + − + + + + + + − +
                 
发酵葡萄糖 
Glucose fermentation 
− − − − − − − − − − − − − − − −
                 
抗新霉素 
Neomycin resistance + + + + + + + + + + + + + + + +
 
根据 16S rDNA 序列构建的系统发育树, 可以
将柱状黄杆菌的菌株分为 3 枝, 它们并没有明显的
地域分布特点。但第 I枝所包括的菌株最少, 只有 3
株, 分别是 20 世纪 70 年代在我国发现的曾命名为鱼
害黏球菌的 G4 强毒株、已经报道的从日本的香鱼
(Plecoglossus altivelis)和美国的斑点叉尾 (Ictalurus 
punctatus)分离到的两株柱状黄杆菌。第 II和第 III枝
包括的菌株很多, 每枝都有来源于多个分类单元的
鱼类, 包括鲤形目的种类, 如草鱼, 鲶形目的种类, 
如斑点叉尾 和鳗鲡目的日本鳗鲡(Anguilla japon-
ica); 这两枝也包括一些特有的株 , 如从欧洲和美
国的鲑形目种类上分离的柱状黄杆菌聚在第 II 枝, 
曾经命名为鱼害黏球菌的 G18 弱毒株也在这一枝; 
从我国隶属于鲈形目的鳜鱼和鲟形目的中华鲟上分
离到的柱状黄杆菌则聚在第 III枝。 
3  讨  论 
3.1  柱状黄杆菌的鉴定 
16S rDNA 序列是细菌的有效遗传标记, 已被
广泛运用于细菌种类的鉴定[24, 25]。20 世纪 70 年代
报道的鱼害黏球菌[18]的 16S rDNA与黄杆菌属的种
类具有高的相似性, 与已经报道的柱形病病原的柱
状黄杆菌具有高度相似性 , 在系统树中聚为一枝 , 
且有高的支持率。此外, 当时描述 G4菌株所引起草
鱼柱形病的病状与柱状黄杆菌引起的病状相同: 鳃
丝末端膨大, 弯曲, 发白, 鳃小片浮肿, 糜烂, 逐渐 
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表 3  柱状黄杆菌属部分种类的 16S rDNA 序列的遗传变异分析 
Tab. 3  Genetic variation of 16S rDNA sequences for strains and/or species in the genus Flavobacterium 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1. G4                      
2. G18 0.5                     
3. Z0 0.8 0.6                    
4. Z4 0.9 0.8 0.2                   
5. Z6 0.9 0.8 0.2 0.0                  
6. Z13 1.2 1.1 0.5 0.3 0.3                 
7. BJ4 0.5 0.0 0.6 0.8 0.8 1.1                
8. X1 1.2 0.8 0.5 0.3 0.3 0.6 0.8               
9. C5 0.5 0.0 0.6 0.8 0.8 1.1 0.0 0.8              
10. QJH1 1.1 0.9 0.3 0.2 0.2 0.5 0.9 0.5 0.9             
11. QJH2 1.1 0.9 0.3 0.2 0.2 0.5 0.9 0.5 0.9 0.3            
12. LN1131 0.8 0.3 0.9 1.1 1.1 1.4 0.3 1.1 0.3 1.2 1.2           
13. A8 0.5 0.0 0.6 0.8 0.8 1.1 0.0 0.8 0.0 0.9 0.9 0.3          
14. B2 0.8 0.3 0.9 1.1 1.1 1.4 0.3 1.1 0.3 1.2 1.2 0.6 0.3         
15. H10 0.5 0.0 0.6 0.8 0.8 1.1 0.0 0.8 0.0 0.9 0.9 0.3 0.0 0.3        
16. HJ 1.1 0.9 0.3 0.2 0.2 0.5 0.9 0.5 0.9 0.3 0.3 1.2 0.9 1.2 0.9       
17. AB010951 1.5 1.1 1.7 1.8 1.8 2.1 1.1 1.8 1.1 2.0 2.0 1.4 1.1 1.4 1.1 2.0      
18. AJ831825 0.5 0.0 0.6 0.8 0.8 1.1 0.0 0.8 0.0 0.9 0.9 0.3 0.0 0.3 0.0 0.9 1.1     
19. AB015480 0.9 0.8 0.2 0.0 0.0 0.3 0.8 0.3 0.8 0.2 0.2 1.1 0.8 1.1 0.8 0.2 1.8 0.8    
20. D12664 9.6 9.1 9.1 9.3 9.3 9.5 9.1 9.3 9.1 9.5 9.5 9.1 9.1 9.5 9.1 9.5 10 9.1 9.3   
21. AM230487 7.8 7.3 7.1 7.3 7.3 7.4 7.3 7.3 7.3 7.4 7.4 7.3 7.3 7.6 7.3 7.4 8.0 7.3 7.3 4.0  
22. AY662494 7.3 6.8 6.6 6.8 6.8 7.0 6.8 6.8 6.8 6.9 7.0 7.1 6.8 7.1 6.8 7.0 7.5 6.8 6.8 5.8 3.5
注: 1—19. 柱状黄杆菌; 20. 约氏黄杆菌; 21. 水生黄杆菌; 22. 嗜冷黄杆菌; 遗传差异值 = 数据×1% 
Note: 1—19. Flavobacterium columnare; 20. Flavobacterium johnsoniae; 21. Flavobacterium hydati; 22. Flavobacterium psychrophi-














近年来, 基于 16S rDNA 的系统发育分析和限
制性片段长度多态性(Restriction fragment length 
polymorphism, RFLP)被用于鱼类病原细菌的遗传多
样性研究[26], Triyanto 和 Wakabayashi[9]采用 16S 
rDNA的 RFLP和 DNA杂交研究柱状黄杆菌的遗传
多样性, 将所获得 23株柱状黄杆菌分为 3种基因组
型。Darwish和 Ismaiel[10]将 27株柱状黄杆菌分为 3
种基因型(Genotype), 并认为基因型 I、II、III 分别
与 Triyanto和Wakabayashi[9]报道的 3种基因组型 I、
II 和 III 有很好的对应关系。有趣的是, Triyanto 和
Wakabayashi[9]将我国分离的 G4归类于第 I基因组型
(Genomovar), 而第 III 基因组型只含一株分离自日
本的香鱼(Plecoglossus altivelis)的柱状黄杆菌, 在
Darwish和 Ismaiel[10]的研究中则没有使用 G4菌株。
Darwish和 Ismaiel[10]的第 III基因型, 只包括分离自
香鱼的菌株和来自美国的斑点叉尾 的菌株。事实
上, Triyanto和 Wakabayashi[9]并没有测定 G4菌株的
16S rDNA 序列, 他们的结论只是基于限制性内切
酶的结果, 也没有说明 G4菌株的来源。如果将我们
的研究结果与上述基因型或者基因组型比较, 由我
国分离的 16株(包括 G4和 G18)柱状黄杆菌和引用自
GenBank 的柱状黄杆菌的 16S rDNA 序列构建的系
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图 2  基于黄杆菌属、拟杆菌属及嗜纤维菌属的 16S rDNA部分序列构建的系统树 
Fig. 2  Phylogenetic tree based on partial 16S rDNA sequences of bacteria from the genera Flavobacterium, Bacteroides and Cytophaga 
树枝上方和下方的值分别表示 NJ法和 ML法对该枝的置信度 
Numbers above branches are bootstrap values for NJ tree and those blow branches for ML tree 
 
统发育树同样可以分为 3枝, 即 3种基因型, 第 I基
因型对应于 Darwish和 Ismaiel[9]第 III, 第 II对应于




分为 3 种基因组型。值得强调是, 本研究中的第 I
基因型包括 3 个菌株, 分别是分离自我国草鱼的 G4
菌株、日本的香鱼和美国的斑点叉尾  的菌株。G4
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et al.[29]使用两种基因组型的柱状黄杆菌感染斑点叉
尾  的鱼苗, 发现第 II基因组型的致病性更强, Soto, 
et al. [30]用脉冲凝胶电泳 (Pulsed-field gel electro-
phoresis, PFGE)分析柱状黄杆菌 16S-23S rDNA, 将
其分为两种基因组型(Groups A 和 B), 发现组型 A
对斑点叉尾  的鱼苗致病性更强。但 Thomas-Jinu
和 Goodwin[28]发现菌株的致病性和它们的基因型似
乎没有关系。另一方面, 从我国分离的G18是弱毒株, 
聚在第二枝, 相当于 Darwish 和 Ismaiel[10]总结的第
I基因型, 已经证实 G18的致病力弱于 G4[18]。值得注
意的是, 这一基因型的很多菌株都分离自冷水性鱼
类。尽管有作者认为柱状黄杆菌的基因型与宿主和
地理分布没有关系 [9, 10], 但最近的报道显示, 分离
自芬兰的柱状黄杆菌都属于一种基因型, 而且有一
些独特的生长特性[12]。Olivares- Fuster, et al. [31]研究
发现分离自佩坦真  (Dorosama petenense)的柱状黄
杆菌聚为基因组型 I, 来自长鳍叉尾  (Ictalurus 
furcatus)和斑点叉尾  (Ictalurus punctatus)聚为基因
组型 II, 提出柱状黄杆菌的基因组型与寄主相关。
我们的研究也显示第 II 和第 III 枝都有一些独特的
鱼类宿主。G18和 G4株在一些毒力基因的表达方面
也存在差异[32], Stringer-Roth, et al. [33]发现来自冷水
性鱼类和暖水性鱼类的柱状黄杆菌在硫酸软骨素酶
活性上存在差异。此外, 强毒株可在 18—22h 使实
验对象死亡, 但观察不到明显的病变, 而弱毒株感
染时病程较长, 病变进展缓慢[34]。我国也有学者认
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COLUMNARIS DISEASE AND GENETIC DIVERSITY OF ITS BACTERIAL 
PATHOGEN FLAVOBACTERIUM COLUMNARE IN FRESHWATER FISH IN CHINA  
WANG Liang-Fa1,2, XIE Hai-Xia2, ZHANG Jin2, LI Nan2, YAO Wei-Jian2, ZHANG Li-Qiang2,  
XIONG Chuan-Xi1 and NIE Pin2 
(1. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070; 2. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Bio-
technology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072) 
Abstract: Flavobacterium columnare, the causative agent of columnaris disease infects a wide range of freshwater fish 
throughout the world, with major symptoms being gill-rot and caudal rot. Gill-rot disease is also a major disease of 
freshwater fish in China; although its pathogen has been reported, disputes over its identity still exist. In order to under-
stand the pathogen of gill-rot disease and the columnaris disease in China, bacterial pathogens were isolated from 
gill-rot diseased fish in fish farms in Hubei, Guangdong, Anhui, Sichuan Provinces and in suburbs of Beijing, China, 
respectively. The physiological and biochemical characters, growth in tobramycin-contained Shieh agar medium, and 
the formation of rizoids, as well as the ability in binding Congo red and in degrading gelatin and in production of chon-
droitinase were examined. These characteristics confirmed that the so-called gill-rot disease pathogen was actually the 
pathogen of columnaris disease, i.e. F. columnare. Furthermore, 16S rDNA sequences were cloned from 16 strains of F. 
columnare in the present study, and those downloaded from the GenBank database, a phylogenetic tree was built with 
the identification of three well-supported clades, corresponding clearly to the reported three genomovars of F. colum-
nare. The first clade contains only three strains, including the most virulent strain G4 isolated in 1970s from grass carp, 
and two others from Japan and USA, respectively. The second and third clades contain many more strains, including 
those from same species of fish hosts, such as some cyprinid fish. But strains isolated from salmonids are clustered in 
the second clade, with the inclusion of a low-virulence strain G18 isolated in 1970s from grass carp in China. Strains 
isolated from the so-called Chinese perch, Siniperca chuatsi and Chinese sturgeon Acipenser sinensis in China are clus-
tered in the third clade. The bacterium, Myxococcus piscicola Lu, Nie & Ko, 1975 named as the pathogen of gill-rot 
disease of grass carp Ctenopharyngodon idellus should be the synonym of F. columnare in terms of its similarity with F. 
columnare in above-mentioned characters and also in 16S rDNA. Further investigation should be carried out to examine 
if these strains in different clades differ in their virulence and then in pathogenicity. 
 
Key words: Flavobacterium columnare; Synonym; Columnaris disease; 16S rDNA; Phylogeny; Genomovar 
 
